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REKOM B IN ANTER MYELIN PROTEIN ZUR BEHANDLUNG VON T-ZELL VERMITTELTEN AUTOIM- 
MUNERKRANKUNGEN 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von rekombinantem Myelinprotein zur 
Behandlung von T-Zell vermittelten Autoimmunerkrankungen des peripheren 
Nervensystems. 

Bisher werden Nervenerkrankungen autoimmuner Genese durch eine immunsu- 
pressive oder immunmodulierende Therapie behandelt. Beispielsweise sind ge- 
wdhnliche Behandiungsmethoden die Gabe von Steroiden (z.B. Kortison), Im- 
munglobulinen und Langzeitimmunsuppressiva (z.B. Azathiopin) oder die Durch- 
fuhrung von Plasmaphorese. Allerdings besteht bei diesen MaSnahmen der 
Nachteil vieler unerwunschter Nebenwirkungen, und der Erfolg ist oft unzurei- 
chend. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht deshalb darin, eine Moglichkeit 
bereitzustellen, mit dem T-Zell vermittelte Autoimmunkrankheiten des peripheren 
Nervensystems erfolgreich und schonend behandelt werden kdnnen. 

Geldst wird diese Aufgabe durch die Verwendung von rekombinantem Myelin- 
protein gemaB Patentanspruch 1 bzw. 2. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben 
sich aus den Unteranspruchen. 

Von den Erfindern wurde herausgefunden, daS Autoimmun-B-Zell- und -T-Zell- 
Antworten, die gegen periphere Myelin-Komponenten gerichtet sind # eine wichti- 
ge Rolle bei der Pathogenese entziindlicher demyelinierender Krankheiten des 
Nervensystems spielen. Bekannt sind diese Erkrankungen als Immunneuropa- 
thien des peripheren Nervensystems, z.B. chronisch entzundliche Polyneuritis, 
Guillain-Barre Syndrom, Vaskulitiden des peripheren Nervensystems und Nerven- 
entzundungen bei Gammopathien. 
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Das Vorhandensein neuritogener Molekule in Myelin wurde erstmals nachgewie- 
sen durch die Induktion einer experimentellen Autoimmunneuritis (EAN) am 
Tiermodell, wo Nagetiere mit Homogenaten von peripherem Nervengewebe 
(Waksman et al., J. Exp. Med. 102, 213-235 (1955)) oder gereinigtem P2- 
5 Protein (Brostoff et al., Nature (New Biol.) 235, 210-217 (1972)) immunisiert 
wurden. Bei dieser Modellerkrankung des peripheren Nervensystems erfolgt eine 
Disregulation des Immunsystems und es werden autoaggressive T-Lymphozyten 
erzeugt, die spezifisch fur Strukturproteine des Myelins des peripheren Nerven- 
systems sind und zu einer Demyelinisierung und zu Entzundungen im peripheren 
10 Nervensystem fCihren. Diese Modellerkrankung steht stellvertretend fur die 
vorgenannten Autoimmunerkrankungen des peripheren Nervensystems, bei 
denen auch eine erhohte T-Zellzahl, Demyelinisierung und Nervenentzundungen 
auftreten. 

1 5 Von den Erfindern wurde nun gefunden, dali diese T-Zell vermittelten Autoimm- 
unerkrankungen des peripheren Nervensystems durch Gabe von hohen Dosen 
des Autoantigens, d.h. durch hochdosierte Gabe von Myelinprotein, wieder 
riickgangig gemacht bzw. wenigstens verbessert werden konnen. Diese Therapie 
nennt sich Hoch-Dosis-Antigen-Therapieund fuhrt zu einem schonendenTod der 

20 T-Zellen (T-Zell-Apoptose), die letztendlich fur die Auslosung und den Verlauf der 
Krankheit verantwortlich sind. Es hat sich dabei als besonders geeignet her- 
ausgestellt, die Hoch-Dosis-Antigen-Therapieschon in einem friihen Krankheits- 
stadium durchzufuhren. Aber auch bei einem fortgeschrittenen Krankheitsbild 
lassen sich noch beachtliche Erfoige verbuchen. So hat es sich bewahrt, bei der 

25 Ratte das Antigen (Myelinprotein) in Dosen von 1 00 bis 500 //g zu verabreichen. 
Beim Menschen miissen entsprechend des hoheren Korpergewichts hohere 
Dosen angewandt werden, die der Fachmann leicht bestimmen kann. Besonders 
bevorzugt ist die intravenose Injektion. 

30* Als zu verabreichendes Autoantigen eignen sich alle bisher bekannten Myelin- 
proteine, wie z.B. PO, periphere Myelinglykolipide (z.B. GM1), MBP, PLP, MOG, 
MAG, S-100 Protein und insbesondere P2. ErfindungsgemaS soli der Begriff 
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"Myelinprotein" so verstanden werden, daB darunter auch Gemische verschiede- 
ner Proteine, Proteinfragmente und Gemische von Proteinfragmenten fallen. 
Hervorzuheben ist, daft diese Proteine rekombinant hergestellt worden sein 
sollten, da es sehr teuer und aufwendig ist, die Proteine in ausreichender Menge 
5 aus naturlichem Myelin zu reinigen. AuBerdem kann es bei Verwendung von 
gereinigtem Protein aus Rindernervenmyelin leicht zu Ubertragung von BSE 
kommen. Hinzu kommt, dafc sich beim Menschen die Reaktion auf gereinigtes 
Rinderprotein sehr strak von der auf humanes P2 unterscheidet, da zwischen der 
menschlichen Sequenz und der vom Rind einige Aminosaurenunterschiede 

10 bestehen. Deshalb wurde bisher fur T-Zellversuche naturliches humanes P2 
eingesetzt, da rekombinantes Protein noch nicht verfugbar war. Dieses konnte 
jedoch inzwischen herstellt werden und es ist erfindungsgemafc besonders 
bevorzugt rekombinantes humanes P2-Protein zu verwenden. Die Sequenz und 
Isolierung dieses Proteins ist in "Weishaupt et al., J. of Neuroimmunology 63, 

15 149-156 (1995)" beschrieben. Die in dieser Veroffentlichung gezeigte Sequenz 
ist in Abb. 4 wiedergegeben. Weitere rekombinante Myelinproteine sind in 
Oettinger et al., J. of Neuroimmmunology 44, 157-163 (1993) beschrieben. 

Die Erfindung wird nun weiter anhand der Abbildungen beschrieben, von denen 
20 zeigen: 

Abb. 1 A + B: Behandlung von EAN mit verschiedenen Dosen von rhP2 



Abb. 2: Suppression einer Ratten-T-Zellinie durch Gabe von Antigen 

25 in hoher Dosierung 

Abb. 3 A: Immunocytochemische Analyse der T-Zell Infiltration in rhP2- 

behandelte Ratten und rhPO-Kontroll-Tiere bei Vorliegen von 
EAN. Die Werte sind als mitttere Dichte von T-Zellen/mm 2 ± 
30 Standardabweichung von 3 Tieren/Gruppe angegeben. 



Abb. 3 B: 



T-Zell-Apoptose bei behandelten Tieren im Vergleich zu 
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spontaner T-Zell-Apoptose bei Kontrolltieren. Die Werte sind 
als mittlere Dichte von apoptotischen Zellen/mm 2 ± Stan- 
dardabweichung von 3 Tieren/Gruppe angegeben. 

Abb. 4: Nukleotidsequenz und entsprechende Aminosauresequenz 

des menschlichen rekombinanten (komplette Sequenz) und 
Rinder-P2-Proteins (nur die Aminosaurenaustausche sind 
angegeben) . Eingef iihrte Restriktionsenzymschnittstellen und 
Histidin-Schwanz Sequenzen sind unterstrichen. 

Die Erfindung wird nun weiter anhand der Beispiele beschrieben: 



BEISPIELE 

Es wurden weibliche Lewis-Ratten (Alter: 6-8 Wochen; Gewicht: 125-160 g) 
verwendet. 

Vollstandiges menschliches P2-Protein (rhP2) und die extrazellulare Domane von 
menschlichem PO-Protein (rhPO) wurden in wie in "Weishaupt et ai. f J. of Neuroim- 
munology 63, 149-156 (1995)" beschrieben in E. coli exprimiert unddurch Ni 2+ - 
NTA Affinitats- und Gelfiltrationschromatographie gereinigt. 

Neuritogene P2-spezifische T-Zellinien G5 und G7 wurden wie in "Linington et 
al. f J. Immunol. 133, 1946-1950 (1984)" beschrieben hergestellt. 

BEISPIEL 1 

In einem ersten Experiment erhielten mehrere Ratten zweimal taglich 500//g rhP2 
bzw. 100 pg rhP2 intravenos fur 7 Tage, wobei an Tag 0 8 x 10 6 aktivierte P2- 
spezifische T-Zellen mit ubertragen wurden, die fahig sein sollten EAN auszulo- 
sen. Bei den Tieren traten aber bis zum Tag 24 (Versuchsende) keine Krank- 
heitssymptome auf. Im Gegensatz dazu zeigten die Ratten der Kontrollgruppe, 
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welche anstatt rhP2 Ovalbumin erhalten hatten, den typischen Krankheitsverlauf 
von EAN, wobei ein Maximum der Krankheit mit Paraplegie und Tetraparese an 
Tag 6 nach der T-Zellinjektion beobachtet wurde. Die Ergebnisse sind in Ab- 
bildung 1 A gezeigt. 

BEISPIEL 2 

Die Ratten, denen 8 x 10 6 P2-spezifische T-Zellen injiziert worden waren, wur- 
den 3 Tage nach der T-Zell-lnjektion in verschiedene Gruppen geteilt: 

Gruppe 1 erhielt zweimal taglich 500 /;g rhP2, 
Gruppe 2 erhielt zweimal taglich 100 v<3 rhp0 < 
Gruppe 3 erhielt zweimal taglich 100 /yg rhP2, 
Gruppe 4 erhielt zweimal taglich 500 jjq Ovalbumin. 

Ratten, die zweimal taglich mit entweder 500 //g Oder 100 jjq rhP2 (Gruppen 1 
und 3) behandelt worden waren, entwickelten nur milde Krankheitssymptome 
mit einem Maximum an Tag 5 nach der Zellinjektion. Schon an Tag 6 begannen 
die Krankheitssymptome in den rhP2-behandelten Gruppen 1 und 3 abzuneh- 
men. Da man P2-spezifische T-Zellen zur Auslosung von EAN injiziert hatte, 
konnte die Gabe von PO-Protein erwartungsgemaft keinen positiven Effekt 
ausgelosen. Die Ergebnisse sind in Abb. 1B gezeigt. 

In der nachfolgenden Tabelle 1 ist gezeigt, daS die histologische Analyse des 
Ischiasnervs bei den Gruppen 2 und 4 (rhPO-Gruppe und Ovalbumin-Gruppe) 
eine starke Entzundungsreaktion mit starker Infiltration von T-Zellen und Makro- 
phagen zeigte. Bei den mit rhP2 behandelten Gruppen 1 und 3 fanden sich nur 
wenige Infiltrate. 
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BEISPIEL 3 

T-Zellen warden mit ansteigenden Dosen von rhP2 oder dem neuritogenen P2- 
Peptid {Aminosauren 53-78) inkubiert. Dazu wurden 1,5 x 10 4 Responder-G5 
oder G7 T-Zellen, 7,5 x 10 s bestrahlte (3000 rad) Thymozyten und verschiedene 
Konzentrationen von rhP2 oder dem neuritogenen P2-Peptid in einem Gesamt- 
volumen von 100 //I pro Vertiefung in eine 96-Loch-Mikrotiter-Platte eingefullt. 
Nach 48 Stunden wurden die Zellen mit 0,2 //Ci/Vertiefung 3 H-dT fur 16 Stun- 
den markiert und zu dem angezeigten Zeitpunkt geerntet. Die Zellen wurden auf 
einem Glasfaserfilterpapier gesammelt und die Radioaktivitatsverteilung ausge- 
wertet. 

Die Ergebnisse sind in Abbildung 2 gezeigt. Daraus ist ersichtlich, da& die 
Proliferation der neuritogenen T-Zellen bei 3 //g/ml des neuritogenen P2-Peptids 
und bei 30 //g/ml des rhP2-Proteins maximal war und dann stetig mit hoheren 
Konzentrationen fiel. 



Betspiel 4 

An Tag 3 oder 6 nach einer intravenosen Injektion von 8 x 10 6 aktivierten P2- 
spezifischen T-Zellen erhielten Lewis-Ratten 500 fjg rhP2 oder 500 ug des Kon- 
trollantigens rhPO, was nach 12 Stunden wiederholt wurde. 6 Stunden nach der 
letzten Injektion wurden die Tiere getotet und der Ischiasnerv entnommen. Die 
histologische Analyse des Ischiasnervs von rhP2-Empfangern zeigte eine Reduk- 
tion der entziindlichen Infiltrate urn ungefahr 30% verglichen mit den rhPO- 
Kontrollen. Morphologisch zeigten die T-Zellen typische Zeichen von Apoptose. 
Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 3 A + B zusammengefaBt. 
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PATENTANSPRUCHE 

1) Verwendung von rekombinantem Myelinprotein oder Fragmenten davon 
zur Behandlung von T-Zell vermittelten Autoimmunerkrankungen des 
peripheren Nervensystems. 

2) Verwendung von rekombinantem Myelinprotein oder Fragmenten davon 
zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behand- 
lung von T-Zell vermittelten Autoimmunerkrankungen des peripheren 
Nervensystems. 

3) Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daR das 
Myelinprotein P2, PO, MBP, PLP, MOG, MAG oder S-100-Protein ist. 

4) Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
daft das Myelinprotein ein Gemisch verschiedener Proteine und/oder 
Fragmente ist. 

5) Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daS die T-Zell vermittelten Autoimmunerkrankungen des peripheren Ner- 
vensystems chronisch-entzundliche Polyneuritis, Guillaine-Barre-Syndrom, 
Vaskulitiden im peripheren Nervensystem und Nervenentzundungen bei 
Gammopathien sind. 

6) Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
daR das rekombinante Myelinprotein in Form einer Hoch-Dosis-Antigen- 
Therapie eingesetzt wird. 
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Krankheitsgrad ± SD 




Fig. 1 
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Fig. 3 
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